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I. Resumen

Introduccién: La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica no
transmisible inducida por una microbiota subgingival disbiética que compromete los
tejidos de soporte. Una de las células inmunitarias que constituyen la principal linea
de defensa del sistema inmune son los neutréfilos, los cuales poseen distintas
funciones.

Se han descrito dos fenotipos, N1 y N2, sin embargo, en el desarrollo de la
periodontitis, no ha sido definido su papel.

Metodologia: Este estudio observacional, analitico y transversal, incluy6 un total de
50 personas, dentro de las cuales 38 son afectadas de periodontitis y 12 son sujetos
sanos. Se realizaron biopsias de tejido gingival en cada paciente y las muestras
fueron sumergidas en RNA safer para preservar el RNA total, 6 en formalina 10%,
con el fin de realizar el analisis histologico.

En las muestras se realizé la purificacion del RNA total de las moléculas IL-1, IL-
6, IL-10, IL-128 TNF-a, TGF-f1, CCL3, CCL5, Argl, CD206, y Ym1, donde se
analizaron a partir de 50 ng de cDNA mediante qPCR utilizando partidores
especificos. A la vez, las muestras se sumergieron en formalina al 10% v/v, los
cortes de 10 ym se analizaron mediante inmunohistoquimica utilizando anticuerpos
primarios anti-Ly6G y anti- CD206, seguido de un anticuerpo secundario anti-raton
0 conejo. Los datos se consideraron estadisticamente significativos cuando el p-
value <0,05.

Resultados: En los pacientes afectados por periodontitis, se detectd un incremento
de los niveles de expresion de los mediadores pro-inflamatorios CCL3, CCLS5, IL-6,
IL-12A y TNF-a asociados al fenotipo N1. Por otro lado, los mediadores inmuno-
moduladores Argl, CD206, IL-10, TGF-f1, Ym1 estan asociados al fenotipo N2. Se
evaluo la presencia de neutrofilos N1 (Ly6G* CD206) o N2 (Ly6G- CD206%)
mediante inmunofluorescencia. En los pacientes afectados por periodontitis se
detecto la presencia de neutréfilos N1 y la ausencia de N2 y en las biopsias de
personas sanas no hubo deteccion de estos fenotipos.

Conclusion: Las personas afectadas por periodontitis presentan mayores niveles
de marcadores asociados a los fenotipos N1, lo que sugiere una mayor frecuencia

de deteccion en comparacion con los sujetos sanos.



Il. Introduccidn

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crénica no transmisible inducida por
una microbiota subgingival disbiética (Hajishengallis, 2014) que se caracteriza por
la destruccién de los tejidos de soporte alrededor de los dientes: cemento radicular,
ligamento periodontal y hueso alveolar (Kéndnen y cols., 2019). La disbiosis de la
microbiota es necesaria para la periodontitis debido a que es la respuesta inmune
inducida ante ciertas bacterias es la principal causa de la destruccién de los tejidos.
En efecto, ciertas bacterias son capaces de generar el incremento de mediadores
pro-inflamatorios en los tejidos del hospedero dando como resultado su inflamacién
y destruccion. Entre las bacterias que generan la disbiosis, se encuentran los
patobiontes y bacterias clave (del inglés keystone) Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia, Treponema denticola, Filifactor alocis y Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, las que se asocian al inicio y progresion de la periodontitis
(Koénodnen y cols., 2019). Desde que nos colonizan a edades tempranas, estas
bacterias residen en la microbiota subgingival, donde pueden ser reconocidas por
los neutrdfilos, que constituyen una de las principales lineas de defensa del sistema

inmune (Hajishengallis y Hajishengallis, 2014).
II.1 Respuesta pro-inflamatoria mediada por Neutréfilos

Los neutrdéfilos son parte de la respuesta inmune primaria, corresponden a células
gue constituyen la primera linea de defensa y protegen al hospedero de la invasion
bacteriana (Wang y cols., 2018). Para ello, los neutréfilos poseen las funciones de
guimiotaxis, migracién, diapédesis, fagocitosis, degranulacién, oxidacién v,
finalmente, la muerte por liberacién de la trampa extracelular de neutréfilos (del
inglés Neutrophil Extracellular Trap, NET) o NETosis (Wang y cols., 2018). En
efecto, en los tejidos periodontales, las bacterias son reconocidas por las células
del epitelio de unién que son capaces de producir Interleuquina (IL)-8, citoquina que
mediante una gradiente de concentracion induce la atraccion de los neutrofilos
circulantes hacia el tejido conectivo subyacente. Una vez en el tejido conectivo, los
neutrofilos pueden fagocitar las bacterias presentes o bien, migrar por el espesor
del epitelio de unién hacia el surco gingivo-dentario y fagocitar las bacterias que se
encuentran en la microbiota. Como consecuencia de una microbiota disbiotica, los

neutréfilos incrementan su capacidad fagocitica y oxidativa, caracterizada por un



incremento en la produccion de IL-18, IL-6, factor de necrosis tumoral (TNF)-a,
interferon (IFN)-y, y de especies reactivas de oxigeno (del inglés Reactive Oxygen
Species, ROS) o nitrogeno (del inglés Reactive Nitrogen Species, RNS) (Dutzan y
cols., 2016; Rudin y cols., 2020). En caso que la virulencia bacteriana sea mayor,
los neutrofilos liberan sus granulos citoplasmaticos, conocido como degranulacion,
que contienen enzimas proteoliticas, citoquinas, quimioquinas, entre otras, que son
capaces de destruir una gran cantidad de bacterias y componentes del tejido
conectivo y atraer a otros fagocitos, como los macrofagos o células dendriticas
(Rudin y cols, 2020). Finalmente, los neutréfilos pueden inducir su muerte por
NETosis, donde liberan su DNA, histonas, enzimas proteoliticas y mediadores pro-
inflamatorios que formaran una red tridimensional con el objetivo de contener la
invasion bacteriana y facilitar su fagocitosis por los macrofagos (Rudin y cols.,
2020). Aungue los neutréfilos son necesarios para el re-establecimiento de la
homeodinamia y un periodonto sano, el reclutamiento cronico de un nuamero
excesivo de neutrofilos en los tejidos periodontales y su desregulacion fenotipica
puede causar dafio tisular colateral (Hajishengallis, 2014a y 2014b).
Convencionalmente, los neutréfilos son reconocidos como fagocitos, generadores
del ambiente necesario para facilitar la eliminacion de bacterias de los sitios
afectados y para reclutar células mas especializadas que desencadenen respuestas
mas especificas. Sin embargo, la amplia variacion en la cantidad de neutréfilos en
los tejidos periodontales durante la salud o enfermedad, el que varia del 0 al 100%
del infiltrado leucocitario, sugiere que dependiendo del estado inflamatorio o la
presencia de una bacteria especifica, los neutrofilos podrian diferenciarse hacia
subconjuntos que ayuden al mantenimiento de la homeodinamia o la generacién de

una disbiosis (Matsuo y cols., 2000; Taniguchi y cols., 2002; Rosales, 2018).
[1.2 Planteamiento del problema

Recientemente, en otras patologias como las tumorales se han descrito 2 fenotipos
de neutrofilos, con funciones divergentes entre si: los neutréfilos asociados a
tumores pro-inflamatorios 0 TAN1 y los moduladores o TAN2. Los TANL1 tienen
actividad anti-tumoral, debido a la liberacién de citoquinas pro- inflamatorias como
IL-12, TNF-a, CCL3, CXCL9, CXCL10, y esta caracterizado por tener mayor

adhesion, transmigracion, fagocitosis, explosion oxidativa y degranulacion, y los



TAN2 tienen actividad pro-tumoral e inmuno-supresora, caracterizado por la
promocion de la angiogénesis tumoral, la invasion, y la metastasis mediante la
produccion de HGF, Oncostatina M, ROS, RNS, metaloproteinasa de matriz (del
inglés Matrix Metalloproteinases, MMP) y elastasa de neutrofilos (NE) (Wang y cols.,
2018).

Los neutrdfilos estan ligados a la patogénesis de la enfermedad cardiovascular, en
particular, durante una isquemia, los neutréfilos incrementan sus funciones. En
efecto, durante la isquemia coronaria se produce un aumento en la produccion de
NET, mayor produccion de proteasas y mayores interacciones con plaqguetas, con
el objetivo de inducir la reparacién tanto del miocardio como del cerebro (Carbone
y cols., 2020). Después de un episodio isquémico se provoca una respuesta
inflamatoria, donde la liberacién de quimioquinas atrae a los neutrdfilos hacia el sitio
donde fue provocado el accidente cerebrovascular (ACV). En efecto, la polarizacion
de los neutréfilos hacia un fenotipo N2 tiene una funcion protectora, limitando la
extension de la lesién (Cai y cols., 2019). Por otra parte, al someter cultivos de
neuronas a condiciones hipoxicas e hipoglicémicas en presencia de neutrdfilos, los
resultados demuestran que neutrofilos N1 exacerban la muerte neuronal, y la
presencia de los fenotipos N2 protegen a las neuronas (Cai y cols., 2019). De esta
manera y muy similar a lo descrito en lesiones tumorales, los fenotipos N1y N2 se
definen en base a su funcién y morfologia. Asi, los neutréfilos N1 expresan CD177,
Ly6G, CD208, poseen una mayor capacidad oxidativa, mayor liberacion de
granulos, mayor produccion de citoquinas pro- inflamatorias, mayor capacidad de
migracion y fagocitosis y mayor NETosis. Por el contrario, los fenotipos N2 expresan
CD11b, CD16b, CD62L, CD66 y CD177 en bajas concentraciones, poseen menor
capacidad oxidativa, menor liberacion de granulos, mayor produccion de
mediadores inmuno-moduladores, menor capacidad de migracion y fagocitosis y
menor NETosis (Ohms y cols., 2020). Si bien a la fecha se identifica la presencia de
distintas funciones de neutréfilos en los tejidos periodontales afectados de
periodontitis, atn no se identifica si los fenotipos N1 o N2 cumplen algun rol durante

el desarrollo de la periodontitis.



[ll. Hipotesis

En biopsias de tejidos periodontales de pacientes afectados de periodontitis se
detecta una mayor presencia de neutrofilos N1y menor presencia de neutrofilos N2,
en comparacion con biopsias de tejidos periodontales de sujetos sanos. Por el
contrario, en biopsias de tejidos periodontales de sujetos sanos se detecta una

mayor presencia de neutréfilos N2 y una menor de neutréfilos N1.
IV.1 Objetivo general

Caracterizar la presencia de los fenotipos de neutréfilos N1 y N2 en biopsias de

tejidos periodontales de pacientes afectados de periodontitis.
IV.2 Objetivos especificos:

1.Cuantificar los niveles de expresion de IL-18, IL-6, IL-10, IL-12%, TNF-a, TGF-
B1, CCL3, CCL5, Argl, Ym1 y CD206 en biopsias de tejidos periodontales de
pacientes afectados de periodontitis.

2.Determinar la presencia de células Ly6G y CD206 en biopsias de tejidos
periodontales de pacientes afectados de periodontitis.

3.Correlacionar la presencia o ausencia de los marcadores asociados a los
fenotipos de neutrdéfilos N1 o N2 con la presencia o ausencia de periodontitis.



V. Materiales y Métodos
V.1 Disefo de estudio:

Observacional, analitico y transversal

V.2 Poblacién de estudio

Se tom0 una poblacién de estudio constituida por adultos de ambos géneros entre
los 20 a 50 afios con periodontitis 0 sanos y que acudieron a la clinica Facultad de
Odontologia de la Universidad Autonoma de Yucatan, Mérida, México, en el periodo
comprendido entre julio del afio 2022 y julio del afio 2023.

Criterios de inclusiéon: Hombres y mujeres entre 20 a 50 afios de edad, con
diagnostico de periodontitis, que no hayan recibido tratamiento antibidtico ni
periodontal al menos 6 meses antes a la aplicacion del estudio, no fumadores, y que
las mujeres no se encontraran en estado de gestacion.

Criterios de exclusion: Pacientes con riesgo cardiovascular, pérdida de dientes no
asociada a periodontitis que se utilizaron en el muestreo, consumo de antibiéticos
por algun cuadro infeccioso antes de la toma de muestra o que tuvieran que recibir

tratamiento periodontal de urgencia.
V.3 Examen y diagndstico periodontal

El muestreo de la poblacion fue por conveniencia y de casos consecutivos. El
tamafio muestral se calcul6 en base a un andlisis de la validez externa,
obteniéndose un total de 38 personas afectadas de periodontitis y 12 sujetos sanos.
A cada sujeto se le realiz6 un examen odontolégico completo, registrando presencia
0 ausencia de dientes, restauraciones, lesiones de caries, presencia de lesiones
periapicales y estado periodontal, realizado por un Unico operador calibrado. La
periodontitis fue considerada cuando existian al menos seis dientes con una
profundidad al sondaje de 5 mm o mas, con pérdida de insercion 24 mm y pérdida
Osea radiografica (30% de los sitios involucrados), segun los criterios de la
clasificacion actual de enfermedades periodontales y peri-implantarias (Papapanou
y cols., 2018). Basado en el estudio de Van Dyke (Van Dyke, 2020) los pacientes
en estado de periodontitis estadio I-Il se consideraron como un grupo y estadio IllI-

IV como otro grupo, a partir del estadio Il existe una disbiosis.



Pacientes que asistieron a exodoncias programadas de terceros molares o0 a

cirugias de alargamiento coronario se consideraron como donantes sanos.

V.4 Toma de muestras bioldgicas:

Antes del inicio de cada procedimiento los pacientes firmaron un consentimiento
informado encontrado en el Anexo (Pag. 23). De cada paciente se tomaron biopsias
de tejido gingival de acuerdo a las necesidades quirdrgicas o terapéuticas.
Brevemente, bajo anestesia local, del tejido gingival se tomaron biopsias de cuello
gingival de 2mm de ancho, de acuerdo a protocolo utilizado por Dutzan (Dutzan, y
cols., 2016). Segun el analisis a realizar, las biopsias se sumergieron en RNA safer
para preservar el RNA total, o en formalina 10% para realizar el andlisis histoldgico.

V.5 Purificacién del RNA total:

La purificacién del RNA total de las muestras de tejido gingival y la sintesis de la
primera cadena de cDNA se realizé de acuerdo con los protocolos descritos
anteriormente (Diaz-Zufiiga y cols., 2014; Diaz-Zufiga y cols., 20152; Diaz-Zufiga
y cols., 2015b; Melgar-Rodriguez y cols., 2016). La expresion de los RNA
mensajeros de las moléculas IL-1B, IL-6, IL-10, IL-123, TNF-a, TGF-B1, CCL3,
CCL5, Argl, CD206, y Ym1 en los tejidos gingivales se analiz6 a partir de 50 ng de
cDNA mediante gPCR utilizando partidores especificos (Tabla N°1), un kit KAPA
SYBR® FAST gPCR (Kapa Biosystems, MA, EE. UU.) y como indica el fabricante.
Para ello, una vez extraido el RNA total y realizada la transcripcion reversa, el cDNA

se liofilizé y envio al Laboratorio de Biologia Periodontal en hielo seco por Fedex.



Molécula Partidor Forward Partidor Reverse
IL-1 B ctgtcctgcgtgttgaaaga ttgg gtaatttttgggatctaca
IL-6 gcccag ctatg aactccttct gaaggcagcaggcaacac
IL-10 tgggggagaacctgaagac ccttgctcttgttttcacagg
IL-122 agaaaagacctgtgaacaaaacgact agatggctcactagatgccagg
TNE-a cagcctcttctccttcctgat gccagagggctgattagaga
TGF-B1 ggctttcgccttagcgecca gttggtgtccagggctcgge
CCL3 atgcaggtctccactgctgce tcaggcactcagctccaggtc
CCL5 ccatgaaggtctccgcggcac cctagctcatctccaaagag
Argl atggaagagaccttcagctac gctgtcttcccaagagttggg
CD206 gcccggagtcagatcacaca agtggctcaacccgatatgacag
Ymil gggcatacctttatcctg ag ccactg aagtcatccatgtc
18S ctcaacacgggaaacctcac cgctccaccaactaag aacg

Tabla N°1. Partidores utilizados para la deteccién de moléculas. Kochiyama y cols., 2019,
Pharoah y cols.,2006, Maresz y cols., 2008, Dutzan y cols., 2012, Diaz-Zufiiga y cols., 2014, Sheny
cols., 2017.



V.6 Deteccidn de neutrofilos N1y N2 mediante inmunofluorescencia

Luego de extraida la biopsia de tejido gingival, las muestras se sumergieron en
formalina al 10% v/v. Después de preservarlas, las muestras se embebieron en
parafina y se trasladaron al Laboratorio de Biologia Periodontal para continuar con
Su procesamiento. Posteriormente se obtuvieron cortes de 10 ym de grosor en
microtomo y se montaron en portaobjetos. Para las inmunofluorescencias se
utilizaron los anticuerpos primarios anti-Ly6G y anti-CD206, seguido de un
anticuerpo secundario anti-ratbn o conejo (Alexa Fluor® 488, o Alexa Fluor® 647,
Abcam US). Para visualizar los nacleos se utilizé un medio de montaje que contiene
DAPI (Abcam, ab104139). La obtencidén de las imagenes se realiz6 mediante el
Microscopio Confocal C2 Plus Espectral (Nikon, USA) y el andlisis de las imagenes

se realiz6 con el software ImageJ 5.0 (NIH, MD, USA).
V.7 Anélisis estadistico

Los datos recolectados de los sujetos de estudio como la profundidad al sondaje,
porcentaje de la pérdida de insercion y porcentaje de sangrado al sondaje se
expresaron en promedio + desviacion estandar o porcentajes. Los valores obtenidos
de la cuantificaciéon por gPCR se representan en valores promedio de niveles de
expresion utilizando la ecuacion 2-22CT + desviacion estandar, en gréficas de barras
0 cajas y clavijas, dependiendo si la distribucion resulta ser paramétrica o no
parameétrica. Para establecer la normalidad de la distribucion de los datos se usaron
el test de Kolgomorov Smirnoff, y el analisis posterior fue mediante ANOVA-Tukey
o Kruskal-Wallis-Dunn, dependiendo si la distribucion es normal o no. Los datos se

consideraron estadisticamente significativos cuando el p-value <0,05.
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VI. Resultados
VI.1 Datos epidemioldgicos

En el presente estudio se incluyeron 50 sujetos, con un promedio de edad de 35,8
+ 3,7 afios (personas sanas), 39,6 + 2,8 afios (personas afectadas de periodontitis
I oll),y 41,00 + 3,8 afios (personas afectadas por periodontitis 11l o IV). Para el
diagndstico periodontal se utilizaron los parametros clinicos indicados en el Gltimo
consenso de la Federacion Europea de Periodoncia (Papapanou y cols., 2018) y
con las modificaciones sugeridas por Van Dyke (Van Dyke y cols., 2020). Para
motivos didacticos en los resultados, las personas se agruparon en periodontitis
estadio I-11 y periodontitis estadio IlI-IV. Las caracteristicas generales de la poblacion

se describen en la tabla 1.

Enfermedad periodontal

Sanos (n=12) Periodontitis Periodontitis
estadio l o Il estadio lll o IV
(n=14) (n=24)
Edad 35,3+£3,7 39,60 £ 2,8 41,00 £ 3,8
Sexo (Femenino) 50,0 % 58,0 % 62,5 %
Parametros
periodontales

Profundidad al sondaje 2,70 + 0,48 2,70 +1,25 52+2,04
(mm)
Nivel de insercion (mm) -0,6 £0,89 -1,2.£1,65 -6,8 +1,97
Sangrado (%) 5,30 £ 2,90 28,80 £ 5,78 41,90 £ 10,23

Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacidon de estudio. La tabla representa los valores

promedios de la edad, sexo y los indices periodontales utilizados para el diagndstico periodontal.
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VI.2 Cuantificacion de los marcadores de neutrofilos N1 mediante PCR

Para determinar la presencia de la poblacion N1 y N2 cuantificamos los niveles de
expresion asociados a los marcadores que definen cada fenotipo (Fig. N°1 y N°2).
En los pacientes afectados por periodontitis se pudo detectar un incremento de los
niveles de expresion de los mediadores pro-inflamatorios CCL3, CCL5, IL-6, IL-122,
IL-1B y TNF-a, asociados al fenotipo N1, en comparacién al grupo control sano (Fig.
N°1). Por otro lado, en los pacientes afectados por periodontitis I-1l se detecta un
incremento en los niveles de expresion de CCL5, IL-6 y TNF-a en comparacién con
las personas sanas. No se detectaron diferencias entre las personas afectadas por

periodontitis I-1l o periodontitis 111-1V.
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Figura 1. Expresion de marcadores asociados a neutrofilos N1. A partir de biopsias de tejidos
periodontales de 50 sujetos “12 sanos; 14 periodontitis I-11'y 24 periodontitis 11l-/V” se cuantificaron
los niveles de expresion de CCL3, CCL5, IL-6, IL-12A, TNF-a mediante gPCR. CCL3: Ligando 3 de
quimioquina; CCL5: Ligando 5 de quimioquina; IL-6: Interleuquina-6; IL-12A: Interleuquina-12A,
TNF-a: Factor de necrosis tumoral. Periodontitis: Estadio Il y/o IV; Periodontitis: Estadio | y/o II.
*p<0,05; *p<0,01; * * *p<0,001.
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VI.3 Cuantificacion de los marcadores de neutrofilos N2 mediante PCR

En los pacientes afectados tanto por periodontitis I-Il como periodontitis IlI-1V se
detect6 una disminucion en los niveles de expresion de los mediadores inmuno-
moduladores Argl, CD206, IL-10, TGF-B1, Ym1, asociados al fenotipo N2 en
comparacion con las personas sanas (Fig. N°2). Ademas, no se detectaron
diferencias en los niveles de expresion de los marcadores entre las personas
afectadas por periodontitis I-Il o periodontitis I11-1V.
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Figura 2. Expresién de marcadores asociados a neutréfilos N2. A partir de biopsias de 50 sujetos
“12 sanos; 14 periodontitis I-1l y 24 periodontitis IlI-/V” se cuantificaron los niveles de expresion de
Argl, CD206, IL.10, TGF-81, Ym1 mediante qPCR. Argl: Arginasa 1; CD206: Receptor de manosa
tipo C 1; IL-10: Interleucina-10; TGF-B1: Factor de crecimiento transformante beta 1; Ym1: Proteina
3 similar a la quitinasa. Periodontitis: Estadio Il y/o 1V; Periodontitis: Estadio | y/o Il. *p<0,05;
**p<0,01; * * *p<0,001.



VI.4 Inmunodeteccion de neutréfilos N1y N2.

Hasta la fecha del envio de este trabajo de investigacion se habia recibido dos
biopsias incluidas en parafina proveniente de sujetos sanos y dos de pacientes
afectados por periodontitis I-Il. En ellas se realiz6 la inmunofluorescencia para
evaluar la presencia de neutréfilos N1 (Ly6G* CD206) o N2 (Ly6G- CD206").
Mientras que en los pacientes afectados por periodontitis se detecto la presencia de

neutrofilos N1 y la ausencia de N2, en las biopsias de personas sanas no hubo

deteccion de estos fenotipos celulares (Fig. N°3).

DAPI Ly6G CD206 Merge

‘
Y

Figura 3. Inmunofluorescencia de biopsias de tejidos periodontales. A partir de biopsias de 2

Control

Periodontitis

sujetos sanos y 2 afectados por periodontitis |-l se visualizan los neutréfilos con Ly6G y CD206 para
determinar el fenotipo de neutréfilos presente en los tejidos. La flecha de color blanco indica la

presencia de neutrdéfilos positivos para Ly6G (N1).
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VII. Discusioén

En el presente trabajo observamos que en tejidos periodontales de pacientes
afectados de periodontitis hay una mayor expresion de marcadores asociados con
el fenotipo de neutréfilos N1 y una baja expresion asociada a los fenotipos de
neutroéfilos N2. Por el contrario, en los tejidos periodontales de personas sanas hay
una mayor expresion de neutrofilos N2 y baja de neutrofilos N1. Ademas,
observamos la presencia de neutréfilos N1 en biopsias de tejidos periodontales
afectados por periodontitis estadio I-II.

Los neutrofilos poseen un amplio rango de respuestas funcionales que trascienden
en su funcion tradicional de la eliminacion de microorganismos. Estas células son
receptivas a distintas sefales, tienen la capacidad de generar citoquinas y otros
mediadores pro-inflamatorios, lo que les permite incidir en el dinamismo de las
células circundantes y contribuir a la resolucion de la inflamacién (Rosales, 2018).
Los neutréfilos asociados a tumores (TAN), presentan fenotipos tanto antitumorales
(N1) como protumorales (N2). Los neutrofilos N1 se diferencian al estar en
presencia de IFN-y y TNF-a, produciendo las citoquinas pro-inflamatorias IFN-y,
TNF-a, CCL3, CXCL10, la muerte por NETosis y degranulacion, cumpliendo un rol
antitumoral. Por el contrario, los neutrofilos N2 se diferencian en presencia de IL-
10, IL-35, TGF-B1 y G-CSF, se caracterizan por expresar las citoquinas anti-
inflamatorias IL-8, IL-10 y TGF-1, favoreciendo el crecimiento tumoral (Sansores y
cols., 2022). Ademas, los neutréfilos y las células TCD8" interactuan entre ellos,
donde los neutrofilos N1 activan a las células TCD8* mediante la produccién de las
quimioquinas CCL3, CXCL9 y CXCL10 y las citoquinas pro-inflamatorias IL-12,
TNF-a, GM-CSF y VEGF. Por el contrario, los neutréfilos N2, producen citoquinas
inmuno-moduladoras y Arginasa, lo que inhibe las funciones de las células TCD8*
(Fridlender y cols., 2009). En el contexto de infarto agudo al miocardio, los
neutroéfilos N1 liberan mediadores pro-inflamatorios tales como TNF-a, CCL3, IL-13
y IL-12A, mayores niveles de ROS, mayor actividad enzimas que degradan la
matriz, y una mayor respuesta guimiotactica. En contraste, el fenotipo N2 muestra
un efecto protector en eventos cardiacos isquémicos, mostrando una mayor
expresion de marcadores anti-inflamatorios IL-10, CD206, Argl y Ym1 (Mihaila y
cols., 2021).
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En pacientes con periodontitis, los neutrofilos al llegar al sitio de la inflamacion, se
activan y causan la eliminacion microbiana mediante la liberacion de citoquinas pro-
inflamatorias, una mayor actividad quimiotéctica, fagocitica, y mayor liberacién de
MPO y ROS vy, finalmente, por NETosis que provoca la liberacion IL-1B en los
neutroéfilos que estén en los alrededores y aumentan la produccion de citoquinas
como CXCR2, CXCL8, CXCL1, CXCL3 y CXCL3, favoreciendo el infiltrado de
neutréfilos que generan la inflamacion por degranulacion. (Sansores y cols., 2022).
Varios estudios evaluaron las citoquinas pro-inflamatorias e inmuno-moduladores
tales como IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-35, TNF-a, IFN-y y TGF-, demostrando
que cuando existe infecciébn bacteriana los neutrofilos N1 tienen una mayor
capacidad fagocitica (Sansores y cols., 2022).

En estudios con humanos no existe suficiente evidencia que comprueben la
presencia de fenotipos de neutréfilos N1 o N2 en tejido periodontal, sin embargo,
hay aproximaciones que afirman el incremento de una respuesta pro-inflamatoria
en pacientes con periodontitis, lo que no significa que estos fenotipos de neutréfilos
se encuentran presentes en los tejidos periodontales y tampoco es posible
reconocer su funcion, por tal razén, se necesitan estudios in vitro y experimentales
donde determinen las funciones de ambos fenotipos de neutrofilos en la periodontitis
(Sansores y cols., 2022).

Cuando se produce un aumento de deteccion del fenotipo de neutréfilo N1 en los
tejidos periodontales se asocia a un perfil pro-inflamatorio, lo que genera un
aumento de la respuesta inflamatoria local, desencadenando la produccion de
citoquinas pro-inflamatorias como IL-1B3, TNF-a, y ROS. Por otro lado, el fenotipo de
neutrofilos N2 se asocia a un perfil antiinflamatorio participando asi de la
regeneracion tisular (Sansores y cols., 2022).

En nuestros resultados existen mayores niveles de marcadores pro-inflamatorios y
menores inmuno-moduladores en las periodontitis estadio I-1l 'y 1lI-IV, en
comparacion con los tejidos derivados de sujetos sanos. Estos datos sugieren que
el fenotipo de neutréfilo N1 predomina en periodontitis I-11 y IlI-1V, por otro lado, el
fenotipo neutrofilo N2 predomina en pacientes sanos.

La citoquina CCL5, producida por linfocitos T activados, es quimioatrayente para
diversos tipos de células inmunes. La presencia de CCL5 en el liquido crevicular

gingival se vincula estrechamente con la periodontitis, existe un aumento
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significativo en la concentracion de CCL5 en pacientes con periodontitis en
comparacion con individuos sanos. (Barczak y cols.,2023). La presencia de ciertas
bacterias como Porphyromonas gingivalis y Tannerella forsythia induce tanto la
expresion y produccion de CCL5, como de las citoquinas pro-inflamatorias IL-18,
TNFa, IL-6 y CCL3. Asimismo, la infeccibn por Aggregatibacter
actinomycetemcomitans esta asociada a un aumento en la expresion de CCL3 y
CCL5, indicando que el conjunto de estas citoquinas podria estar asociada en la
patogénesis de la periodontitis (Barczak y cols.,2023).

En los tejidos periodontales, los neutrofilos se identifican con marcadores de
superficie. En las Ultimas décadas, los métodos como la inmunofluorescencia y la
citometria de flujo han facilitado la identificacion e investigacion de los marcadores
de superficie para identificar los subconjuntos de neutréfilos (Hirschfeld, 2020). En
términos generales, la polarizacién de neutréfilos N1 se definieron como Ly-6G*
CD206™ 0 Ly-6G* Ym1~ y los neutréfilos N2 como Ly-6G* CD206* o Ly-6G* Ym1*.
En efecto, la polarizacién de neutrofilos se ha investigado actualmente en modelos
de animales, como en cancer, infecciones bacterianas, accidentes cerebro-
vasculares e infartos al miocardio (Ma y cols., 2016).

Con respecto a las implicancias clinicas que podriamos analizar del estudio, estas
pueden ser con objetivos terapéuticos, ya que se observa un incremento en los
mediadores pro-inflamatorios en los estadios de periodontitis I-1l y IlI-IV. Esto
permitiria explorar estrategias terapéuticas para disminuir los marcadores pro-
inflamatorios del fenotipo de neutréfilos N1, e inducir un aumento de los mediadores
inmuno-moduladores para que pueda incrementar el nimero de neutréfilos N2 que
infiltren los tejidos dafiados para mejorar los parametros clinicos de los pacientes
(Sansores y cols., 2022).

En relacion a las limitaciones que se podrian considerar dentro del trabajo, es que
al ser un tipo de estudio transversal podemos solo medir los niveles de mediadores
en un punto especifico del tiempo y no nos permite detallar la progresion de la
enfermedad o la variacion de los marcadores pro-inflamatorios e inmuno-
moduladores en el tiempo. Ademas, no podemos determinar causalidad,
independiente de que podemos observar la relacién entre los niveles de los
biomarcadores y la presencia de la periodontitis. Por otro lado, el tamafio de la
poblacién estudiada es relativamente pequefia, limita la capacidad de generalizar el
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estudio en una poblacién mas grande. Por ultimo, si logramos disminuir los niveles
de mediadores pro-inflamatorios asociados a fenotipo de neutréfilos N1 y aumentar
los mediadores inmuno-moduladores asociados a fenotipos de neutrofilos N2
mejorard la resolucion de la respuesta inflamatoria en pacientes con periodontitis

promoviendo asi la regeneracion tisular.
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VIIl. Conclusioén

Las personas afectadas por periodontitis presentan mayores niveles de marcadores
asociados a los fenotipos N1, lo que sugiere una mayor frecuencia de deteccién en

comparacion con los sujetos sanos.
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